(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZU SAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation fOr geistiges Eigentum 
IntemationaJes Biiro 




Z ( SEP 2004 

i mil hdiiij ii mill urn mi i h in urn fim inji inn urn mi iiiiid iiii nii mi 



(43) Internationales Verdffentlichungsdatum (10) Internationale Verflffentlichungsnummer 

2. Oktober 2003 (02.10.2003) PCT WO 03/080789 Al 



(51) Internationale Patentklassifikation 7 : C12M 1/34, 

G01N 33/543, 33/487, 33/50, C12Q 1/02 



(21) Internationales Aktenzeichen: 



PCT/EP03/02252 



(22) Internationales Anmeldedatum: 

5. Marz 2003 (05.03.2003) 



(25) Einreichungssprache: 

(26) Veroffentlichungssprache: 



Deutsch 
Deutsch 



(30) Angaben zur Prior itat: 

02006978.7 27. Marz 2002 (27.03 .2002) EP 

02016793.8 26. Juli 2002 (26.07.2002) EP 

(71) Anmelder (fur alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme von 
US): MICRONAS GMBH [DE/DE]; Hans-Bunte-Strasse 
19, 79108 Freiburg (DE). MICRONAS HOLDING 
GMBH [DE/DE]; Hans-Bunte-Strasse 19, 79108 Freiburg 
(DE). 



(71) Anmelder und 

(72) Erfinder: KLAPPROTH, Holger [DE/DE]; Kehler- 
strassc 12, 79108 Freiburg (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): LEHMANN, Mirko 

[DE/DE]; Runzstrasse 71, 79102 Freiburg (DE). 

(74) Anwalt: BICKEL, Michael; Westphal, Mussgnug & Part- 
ner, Mozartstrasse 8, 80336 Munchen (DE). 

(81) Bestimmungsstaaten (national): AE, AG, AL, AM, AT, 

AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, 
CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, FI, GB, GD, GE, 
GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, 
KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, 
MN, MW, MX, MZ, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RU, 
SC, SD, SE, SG, SK, SL, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, 
UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM, ZW. 

[Fortsetzung auf der nachsten Seite] 



(54) Title: DEVICE AND METHOD FOR DETECTING CELLULAR PROCESSES BY MEANS OF LUMINESCENCE MEA- 
SUREMENTS 

(54) Bezeichnung: VORRICHTUNG UND VERFAHREN ZUR DETEKTION VON ZELLULAREN VORGANGEN MITTELS 
LUMINESZENZMESSUNGEN 




On 
00 

i> 

00 (57) Abstract: The invention relates to a device for detecting a luminescence event in, on, or in the immediate vicinity, of a cell, 

© a cell structure or a tissue. Said device comprises the following elements: (a) a carrier element (1) having a surface (100) which is 

fT) prepared for the direct or indirect coupling of cells, and (b) at least one optical detector (2) which is used to receive a luminescence 

© signal and is integrated into the carrier element (1) below the surface (100). The inventive device is characterised by the following 

O elements: (c) a cover (7) which comprises an inlet (8) and an outlet (9) and covers the surface (100) in such a way that it forms a 

, cavity (70), and (d) an excitation source (21) which is connected to the inlet (8). 
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Verfiffentlicht: 

— mit internationalem Recherchenbericht 

Zur Erklarung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen Ab- 
kurzungen wird auf die Erklarungen ("Guidance Notes on Co- 
des and Abbreviations") am Anfangjeder reguldren Ausgabe der 
PCT-Gazette verwiesen. 



(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Detektion eines Lumineszenzereignisses in, an 
oder in der unmittelbaren Umgebung einer Zelle, eines Zellverbandes oder eines Gewebes, die folgende Merkmale aufweist: (a) ein 
Tragerelement (1) mit einer fur das direkteoder indirekte Ankoppeln von Zellen praparierten Oberflache (100), (b) wenigstens einen 
optischen Detektor (2) zum Empfangen eines Lumineszenzsignals, der in dem Tragerelement (1) unterhalb der Oberflache (100) 
integriert ist, gekennzeichnet durch folgende weitere Merkmale: (c) eine die Oberflache (100) unter Bildung eines Hohlraumes (70) 
iiberdeckende Abdcckung (7), die eine Zuflussoffnung (8) und cine Abflussoffnung (9) aufweist, (d) eine an die Zuflussdffnung (8) 
angeschlossene Anregungsquelle (21). 
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Beschreibung 

Vorrichtung und Verfahren zur Detektion von zellularen Vor- 
gangen mittels Lumineszenzmessungen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren und eine 
Vorrichtung zur ortsspezif ischen Detektion eines Lumineszen- 
zereignisses, bzw. zur Detektion eines Lumineszenzsignals in, 
an Oder in der unmittelbaren Umgebung einer zur analysieren- 
den Zelle. 

Eine gattungsgemafie Vorrichtung zur optischen Untersuchung 
einer Zelle ist aus der EP 0 881 490 A2 bekannt. Diese Vor- 
richtung umfasst ein Substrat, insbesondere ein Halbleiter- 
substrat, mit einer fur die Aufnahme von Zellen geeigneten 
Oberflache, einer Anzahl von unterhalb der Oberflache ausge- 
bildeten Photodetektoren sowie mehreren oberhalb der Oberfla- 
che angeordneten Lichtquellen. Die matrixartig angeordneten 
Detektoren erfassen das durch die Lichtquellen ausgesendete 
Licht, das bedingt durch eine auf die Oberflache aufgebrachte 
Zelle an verschiedenen Detektoren unterschiedliche Lichtin- 
tensitaten hervorruft, aus welchen eine Information iiber die 
Geometrie der Zelle gewonnen werden kann. 

Fur einige Anwendungen, beispielsweise in der Pharmafor- 
schung, ist es besonders relevant, das Verhalten von Zellen 
bei einer chemischen oder biochemischen Anregung untersuchen 
zu konnen. Vor allem die Untersuchung von Stof f wechselvorgan- 
gen an lebenden Zellen ist von besonderem Interesse, da damit 
z.B. der Einfluss eines neuen potent iellen Medikamentes beo- 
bachtet werden kann. Eine haufig durchgef iihrte Messung ist 
hierbei die intrazellulare Kalziumbestimmung mittels kalzium- 
sensitiver Farbstoffe, z.B. Fura II. Aus A.L. Miller, E. 
Karplus, L.F. Jaffe: "Coeneterate Imaging [Ca2+] i with Aequo - 
rin Using a Photon Imaging Detector.", Meth Cell Biol 40, 305 
(1994), ist es bekannt, Zellen, beispielsweise mittels osmo- 
tischer Schockbehandlung, mit einem biolumieszenten Stoff , 
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beispielsweise Aqueorin, zu beladen. Intrazellulare Kalzium- 
signale als Antwort auf chemische Reize werden dabei durch 
die Biolumineszenz des Aequorin sichtbar gemacht. 

Ziel der vorliegenden Erfindung ist es, eine kompakte und 
einfach realisierbar Vorrichtung und ein Verfahren zur Detek- 
tion von zellularen Vorgangen mittels Lumineszenzmessungen 
bei chemischen oder biochemischen Anregungen zur Verfiigung zu 
stellen. 

Dieses Ziel wird durch eine Vorrichtung gemafi den Merkmalen 
des Anspruchs 1 und ein Verfahren gemafi der Merkmale des An- 
spruchs 16 gelost. Vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung 
sind Gegenstand der Unteranspriiche . 

Die erf indungsgemaSe Vorrichtung umfasst ein Tragerelement 
mit einer fur das direkte oder indirekte Ankoppeln von Zellen 
praparierten Oberflache, wenigstens einen optischen Detektor 
zum Empfangen eines Lumineszenzsignals, der in dem Tragerele- 
ment unterhalb der Oberflache integriert ist, eine die Ober- 
flache unter Bildung eines Hohlraumes uberdeckende Abdeckung, 
die eine Zuf lussof f nung und eine Abf lussof fnung aufweist, so- 
wie eine an die Zuf lussof fnung angeschlossene Anregungsquel- 
le. 

Die Anregungsquelle bildet ein Reservoir fur eine chemische 
oder biologische Substanz, die beispielsweise den Stoffwech- 
sel der Zelle beeinflusst, wobei die Stof fwechselvorgange 
durch Lumineszenz sichtbar gemacht und mittels des wenigstens 
einen Detektors detektiert werden. 

Unter dem Begriff "Lumineszenz" werden im folgenden samtli- 
che, durch ein von der Anregungsquelle abgegebenes Medium 
hervorgeruf enen Lichtemissionen, im weiteren Sinne auch die 
Aussendung von ultravioletter und infraroter Strahlung zusam- 
mengefasst, die nicht durch hohe Temperaturen, sondern durch 
vorangegangene biologische oder chemische Anregung verursacht 
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wird. Die Lumineszenz zeigenden Stoffe werden Luminophore ge- 
nannt. Wie dem Fachmann bekannt ist, kann eine solche Lumi- 
neszenz hervorgerufen werden durch chemische Anregung, die 
dann als Chemolumineszenz oder Biolumineszenz bezeichnet ist. 
Dieser Prozess unterliegt den allgemeinen Grundsatzen der 
Quantenmechanik und bewirkt eine Anregung der Atome und Mole- 
kule, die anschlieSend unter Emission von Licht, welches er- 
f indungsgemSS detektiert wird, in den Grundzustand zuriickkeh- 
ren. 

Die erf indungsgemaSe Vorrichtung, die zur chemischen Anregung 
der Zelle zur Detektion der ausgesendeten Lutnineszenzsignale 
dient, umfasst bei einer Ausfiihrungsf orm ein Wellenlangenf il- 
ter zwischen der Oberflache und dem wenigstens einen Detek- 
tor. Vorzugsweise sind eine Vielzahl von Detektoren vorhan- 
Sen, wobei den einzelnen Detektoren Wellenlangenf ilter mit 
unterschiedlichen Durchlasscharakteristiken zugeordnet sein 
kdnnen, urn selektiv Lutnineszenzsignale unterschiedlicher Wel- 
lenlangen detektieren zu konnen. 

Das Tragerelement ist bei einer Ausfiihrungsf orm als Halblei- 
terkorper ausgebildet, wobei eine an die Detektoren ange- 
schlossene Auswerteschaltung vorzugsweise in dem Halbleiter- 
korper integriert ist. Die Verwendung eines anorganischen 
Halbleitermaterials, wie beispielsweise Silizium, besitzt den 
Vorteil, dass herkommliche, hinlanglich bekannte Technologie- 
prozesse, beispielsweise CMOS-Prozesse zur Herstellung des 
Tragers mit den Detektoren und der Auswertschaltung einge- 
setzt werden konnen. 

Die Integration der Auswerteschaltung in dem Halbleiterchip 
ermoglicht in unmittelbarer Nahe zu der zu analysierenden 
Zelle eine Vorverarbeitung der Detektorssignale . Somit han- 
delt es sich bei dieser bevorzugten Ausfiihrungsf orm der vor- 
liegenden Erfindung urn eine "intelligente" Sensoreinrichtung, 
die wesentlich mehr leistet, als rein passive Sensoren. Bei- 
spielsweise konnen die Ausgangssignale der elektrooptischen 
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Sensoren durch eine mitintegrierte Schaltung so aufbereitet 
werden, dass sie uber Ausgangsschaltungen und Anschlusskon- 
takte relativ problemlos nach auSen gefiihrt werden konnen. 
Ferner kann die Vorverarbeitung aus der Digitalisierung der 
5 analogen Sensorsignale und ihre Umwandlung in einen geeigne- 
ten Datenstrom bestehen. Des weiteren kann das signal-to- 
noise ratio ( Signal -Rausch-Verhaltnis) durch die in der er- 
f indungsgemafieri Vorrichtung verwirklichten Nahe des Detektors 
zum Ort der Signalverarbeitung aufgrund kurzer Signalwege 

10 sehr stark verbessert werden. Dariiber hinaus sind auch weite- 
re verarbeitungsschritte moglich, mit denen z.B. die Daten- 
menge reduziert werden kann oder die der externen Verarbei- 
tung und Darstellung dienen. Damit ist es moglich, dass die 
verbleibende Auswertung der optischen Signale und ihre Dar- 

15 stellung uber einen Personal Computer (PC) erfolgen kann. 

Ferner kann die erf indungsgemaSe Vorrichtung so ausgestaltet 
sein, dass die vorzugsweise verdichteten bzw. aufbereiteten 
Daten uber Infrarot- oder Funkverbindung an entsprechend aus- 
gestattete Empf angsstationen ubermittelt werden konnen. 

20 

Dariiber hinaus besteht auch die insbesondere nach Kostenge- 
sichtspunkten interessante Moglichkeit, organische Halblei- 
termaterialien, die beispielsweise in der EP-A-1085319 be- 
schrieben sind, fur den Trager mit den Detektoren einzuset- 
25 zen. 

Die Detektoren, die unterhalb der fur die Aufnahme von Zellen 
praparierten Oberflache angeordnet sind, sind vorzugsweise 
als Photodioden, CCD-Sensoren oder Photoleiter ausgebildet. 
3 0 Vorzugsweise sind mehrere Detektoren matrixartig in dem Tra- 
ger integriert, urn so eine raumlich auf gelds te Lumineszenz- 
messung durchfuhren zu konnen. 

Bei einer Aus fuhrungs form ist vorgesehen, dass die an den Zu- 
35 fluss der Abdeckung angeschlossene Anregungsquelle angesteu- 
ert durch die Auswerteschaltung ein Anregungsmedium an die 
Zuf lussof fnung, welchem die an der Oberflache immobilisierte 
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Zelle ausgesetzt wird. Zur Steuerung der Medienzufuhr ist 
beispielsweise ein Ventil in einer Zufuhrleitung zwischen der 
Anregungsquelle und der Zuf lussdf f nung angeordnet, das durch 
die Ansteuerschaltung angesteuert ist. 

5 

Urn die Zellen an die Oberflache des Tragerelements anzubinden 
besteht die Moglichkeit, eine Adhasionsmatrix Oder ein die 
Zelladharenz und/oder das Zellwachstum forderndes Medium, 
beispielsweise Gelatine, auf die Oberflache aufzubringen und 
10 die Zellen bereits auf diesem Nahrmedium wachsen zu lassen. 
AuSerdem besteht die Moglichkeit Zellen, auf eine die Zellen 
immobilisierende Schicht, beispielsweise negativ geladenes 
Polystyrol, auf die Oberflache aufzubringen. 

15 Bei einer Ausfuhrungsf orm der Erfindung ist vorgesehen, dass 
bereits herstellerseitig eine Zelle oder ein Zellverband an 
der Oberflache immobilisiert ist, wodurch es einem Kunden er- 
moglicht wird unmittelbar Messungen an der Zelle nach Zugabe 
eines von ihm gewahlten Anregungsmediums in die Anregungs- 

20 quelle durchzuf uhren. 

Vorzugsweise umfasst das Tragerelement mehrere Detektoren o- 
der Detektorenf elder, die raumlich voneinander getrennt sind, 
um so parallel Messungen an mehreren Zellen oder Zellverban- 

25 den durchf uhren zu konnen. Diese einzelnen Detektoren oder 
Detektorf elder sind vorzugsweise derart getrennt angeordnet, 
dass im wesentlichen keine Lichtemission eines Punktes oder 
Feldes von dem oder den Detektoren eines anderen Punktes oder 
Feldes empfangen werden kann. So konnen die einzelnen Detek- 

30 tionsorte in jeweiligen Vertiefungen angeordnet sein, wie sie 
zum Beispiel von ublichen Mikrotiterplatten bekannt sind. Be- 
vorzugt sind erf indungsgemaS muldenartige Vertiefungen und 
solche, deren seit lichen Wandungen im wesentlichen senkrecht 
zur Oberflache des Sensorchips angeordnet sind. Die jeweili- 

35 gen Abmessungen einer solchen Vertiefung kann der Fachmann in 
Kenntnis des Anwendungsbereichs frei wahlen, wobei die Ver- 
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tiefung vorzugsweise urn wenigstens lOOnm in die Oberflache 
des Tragerelements eingesenkt ist. 

Alternativ konnen auf der im wesentlichen planaren Oberflache 
5 senkrecht nach oben gerichtete Trennmittel angeordnet sein, 
deren Abmessungen vom Fachmann in Kenntnis des gewunschten 
Anwendungsbereiches und der raumlichen Abmessung der Zellen 
ausgewahlt werden konnen. Die Anbringung entsprechend geeig- 
neter Trennmittel kann beispielsweise durch anodisches Bonden 
10 Oder durch sogenannte Flip-Chip- Verfahren erfolgen. Eine 
solche Vorrichtung mit mehreren Detektorf eldern ermoglicht 
erf indungsgemaS ein sensorgestutztes elektrooptisches 
Bildauf nahmeverf ahren . 

15 Bei einem erf indungsgemaSen Verfahren zur Detektion von zel- 
lularen Vorgangen mittels Detektion von Lumineszenzereignis- 
ses in, an oder in der unmittelbaren Umgebung einer Zelle, 
eines Zellverbandes oder eines Gewebes, ist vorgesehen, eine 
Vorrichtung bereitzustellen, die ein Tragerelement mit einer 

20 fur das direkte oder indirekte Ankoppeln von Zellen prapa- 

rierten Oberflache, wenigstens einen in dem Tragerelement un- 
terhalb der Oberflache integrierten optischen Detektor zum 
Empfangen eines Lumineszenzsignals, eine die Oberflache unter 
Bildung eines Hohlraumes uberdeckende Abdeckung mit einer Zu- 

25 flussoffnung und einer Abf lussof f nung und eine an die Zu- 

flussoffnung angeschlossene Anregungsquelle aufweist. An der 
fur die Aufnahme von Zellen praparierten Oberflache wird we- 
nigstens eine Zelle immobilisiert , wobei anschlieSend ein 
physikalisches oder chemisches Anregungsmedium aus der Anre- 

30 gungsquelle in den Hohlraum zugefuhrt und daraus result ieren- 
de Lumineszenzereignisse mittels des wenigstens einen Detek- 
tors erfasst werden. 

Die Lumineszenzereignisse werden vorzugsweise zeitlich aufge- 
35 lost erfasst. Das heiSt, nach der Abgabe eines Anregungsmedi- 
ums an den Umgebung der Zelle, werden die Lichtverhaltnisse 
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an den Detektoren zu mehreren auf einanderf olgenden Zeitpunk- 
ten, beispielsweise im Takt von, Ins ausgewertet . 

Urn Stof fwechselvorgange in der Zelle mittels Lumineszenz 
5 sichtbar zu machen, ist der Einsatz von Luminophoren erfor- 
derlich, die auf die interessierenden Stof f wechselprodukte 
mit Lumineszenz reagieren, die durch die Detektoren erfasst 
wird. 

10 Fur den jeweiligen Anwendungsf all geeignete Luminophore kon- 
nen von einem Fachmann werden abhangig von dem zu detektie- 
renden Stof fwechselprodukt , mit welchem die Luminophore rea- 
gieren sollen, in hinlanglich bekannter Weise ausgewahlt wer- 
den. 

15 

Man kann Luminophore mit unterschiedlichen Halbwertzeiten un- 
terscheiden. Die Halbwertzeit gibt an, wie lange Lumineszenz 
nach einer Anregung messbar ist. Die Auswahl eines Lumi- 
nophors mit einer fur den jeweiligen Anwendungsf all geeigne- 
20 ten Halbwertzeit liegt im Ermessen des Fachmanns . Besonders 
geeignet sind insbesondere Luminophore, deren Halbwertzeit 
deutlich groSer als 5ns, vorzugsweise zwischen 100/xs und 
2000ms, liegt. 

25 Grundsatzlich geeignet sind organische Luminophore, Selten 

Erden Metalle (SEE) bzw. Lanthaniden oder Actinidenverbindun- 
gen, "Microspheres" (z.B. FluoSpheres® Europium Luminescent 
Microspheres, Molecular Probes) oder Nanokristalle von Halb- 
leitern, wobei letztere neben ihren Lumineszenzeigenschaf ten 

3 0 insbesondere eine relativ kleine GrdSe (wenige nm) und eine 
hohe Stabilitat (kein Photobleaching) aufweisen. Weitere ge- 
eignete Luminophore sind Erdalkalihalogenide mit Gitterfehl- 
stellen, wie sie z.B. durch Dotierungen (Fremdionen) oder ra- 
dioaktive Strahlung hergestellt werden konnen. 

35 

Die meisten vorgenanten Farbstoffe sind nur fur die Messung 
an oder in der unmittelbaren Umgebung der Zellen geeignet. 
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Allerdings gibt es Verfahren urn Zellmembranen fur Farbstoffe 
und Reportermolekule permeabel zu machen. Derartige Verfahren 
sind z .B. : 

5 - Acetoxymethyl (AM) ester loading 

- Acid loading (insbesondere fur Pf anzenzellen) 

- ATP-induzierte Ppermeabilisierung 

- Cationic. liposome delivery 

- Electroporation 

10 - Hypoosmotischer Shock 

- Influx pinocytic cell -loading reagent 

Ein geeignetes Beladesystem ist z.B. in K. Barber, et al.: 
"Delivery of Membrane- Impermeant Fluorescent Probes into Li- 
15 ving Neural Cell Populations by Lipotransf er . " , Neurosci Lett 
15 207, 17 (1996) beschrieben . • 

Bei einer Ausf iihrungsf orm des Verfahrens ist vorgesehen, die 
durch den oder die Detektor(en) detektierten Lumineszenz- 

20 signals mit einem Referenzwert zu vergleichen. Dieser Refe- 
renzwert kann in einem Speicher in dem Halbleiterkorper ge- 
speichert werden und kann beispielsweise durch eine Messung 
vor der Anregung der Zelle erhalten werden. Der Referenzwert 
kann auch parallel zu der Messung an der Zelle erhalten wer- 

2 5 den, indem mehrere raumlich getrennte Detektoren oder Dete- 
korfelder bereitgestellt werden, wobei im Bereich eines De- 
tektors oder Detektorf eldes keine Zelle immobilisiert ist, so 
dass detektierte Lumineszenzsignale dieses Detektors oder De- 
tektorf eldes als Referenzwert verwendet wird, der Licht bzw. 

30 Strahlungseinf liisse beriicksichtigt , die nicht durch die zu 
analysierende Zelle bedingt sind, wie z.B. die Eigenf luores- 
zenz von Systemkomponenten, und die somit herausgerechnet 
werden konnen. 

35 Sofern die Sensoroberf lache das Design einer Microarray- 

nordnung aufweist, bei der eine Vielzahl von Detektorf eldern 
mit jeweils einer Anzahl von Detektoren vorhanden sind, kann 
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die Detektion der Messfeld- bzw -punktsignalwerte sequentiell 
erfolgen, indem z.B. ganze Zeilen oder Spalten der Sensor- 
oberflache bzw Teile derselben nacheinander detektiert werden 
(Multiplexanwendung) . 

5 

Die Verwendung mehrerer paralleler Detektorf elder, an denen 
jeweils dieselben Messungen durchgefuhrt werden, bietet dar- 
uber hinaus den Vorteil, dass mehrere Messergebnisse vorlie- 
gen, aus denen das Gesamt-Messergebnis gemittelt werden kann. 

10 

Die Ausgangssignale der Detektoren konnen in dem Halbleiter- 
chip ausgewertet oder mittels geeigneter Schaltungseinrich- 
tungen nach einer Analog-Digitalumsetzung einer externen Aus- 
werteeinrichtung zugefuhrt werden. 

15 

Fur den Fachmann ist klar, dass die Wahl des Detektors bzw. 
des Materials von der zu detektierenden Emissionswellenlange 
des Farbstoffes abhangt. Grundsatzlich besitzt der Detektor 
aufgrund des sogenannten "Halbleiterbandgaps" je nach Materi- 

20 alwahl (z.B. Silizium oder Germanium) unterschiedliche Emp- 
f indlichkeiten bezuglich Wellenlange der detektierten Lumi- 
neszenzsignals. Im bevorzugten Falle der Verwendung einer Si- 
lizium-Photodiode wird ein Empf indlichkeitsbereich geschaf- 
fen, der vom infraroten bis in das ultraviolette Wellenspekt- 

25 rum reicht, wobei die Empf indlichkeit zwischen diesen Berei- 
chen am grofiten. (s. z.B. B. Streetman: "Solid State Electro- 
nic Devices", , Prentice-Hall, 'inc., ISBN 0-13-10 436379-5, 
S. 201-227 (1995) . 

30 Urn Lumineszenzen unterschiedlicher Wellenlangen detektieren 
zu konnen werden entweder wellenlangenspezif ische Photoele- 
mente oder aber herkommliche Photodioden ausgewahlt, 
die mit aufgelegten, auf gebrachten, auf gedampf ten oder integ- 
rierten Wellenlangenf iltern ausgestattet sind. So ist z.B. 

35 bekannt, dass Siliziumnitrid im Gegensatz zu Siliziumoxid UV- 
Licht nicht durchlast, und dass Polysilizium UV-Strahlung ab- 
sorbiert (s. z.B. V.P. Iordanov et al . : "Integrated high re- 



WO 03/080789 PCTYEP03/02252 

10 



jection filter for NADH fluorescence measurements", Sensors 
2001 Proceedings, Vol. 1,8 -10 Mai # S. 106- 111, AMA-Service 
(2001)). Daher kann auf die Gateoxidschicht im Rahmen'des ub- 
lichen CMOS-Prozesses Nitrid oder Polysilizium deponiert wer- 
5 den, wodurch auf der Photodiode entsprechende Filter geschaf- 
fen werden. So hat z.B. NADH (Nicotinamid Adenine Dinucleo- 
tid) eine Anregungswellenlange von 350 nm und eine Emissions- 
wellenlange von 450 nm. Durch Aufbringung eines Filters, der 
350nm ausfiltert, kann daher die Sensitivitat erhoht werden. 

10 

Dieser Effekt kann genutzt werden, urn bei paralleler Verwen- 
dung von z.B. zwei unterschiedlichen Luminophoren, von denen 
beispielsweise nur einer Licht im UV-Bereich emittiert, eine 
differentielle Detektion zu ermoglichen, da die hierfiir vor- 

15 gesehenen Detektoren UV-sensitiv ausgestaltet sind oder 

nicht. Ferner bietet dieser Effekt die Moglichkeit, gegebe- 
nenfalls storende Eigenf luoreszenzen anwesender Materialien 
mit bekannter Emissionswellenlange durch Bereitstellung ent- 
sprechender Filter aus dem Messverf ahren herauszunehmen . Ein 

20 Beispiel hierfiir ist die parallele Verwendung von Europium- 
Chelaten (Emission bei ca. 620 nm) und mit Kupfer dotiertem 
Zinksulfid (Emission bei ca. 525 nm) , die durch hinreichend 
voneinander verschiedenen Emissionswellenlangenbereichen eine 
Zweifarbdetektion ermoglichen, z.B. innerhalb eines Bereichs 

25 eines Detektorpunktes bzw .-feldes, indem z.B. die eine Half- 
te der Sensoren eines Detektorpunktes bzw. -feldes mit einem 
Tiefpassf ilter und die andere Halfte der Sensoren des glei- 
chen Punktes oder Feldes mit einem Hochpassf ilter ausgestat- 
tet ist. 

30 

Zusatzlich oder alternativ konnen unterschiedliche Luminopho- 
ren parallel eingesetzt werden, sofern ihre physikalischen 
bzw. optischen Eigenschaf ten hinreichend voneinander abwei- 
chen. Beispielsweise werden erf indungsgemaS die unterschied- 
3 5 lichen Anregungswellenlangen zweier zu verwendender Lumi- 

nophore A und B und/oder deren unterschiedlichen Halbwertzei- 
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ten genutzt. Dies kann z.B. durch Bereitstellung von zwei un 
terschiedlich dotierten Nanokristallen erfolgen. 

Die Signale der Detektoren werden durch eine Auswertungsein- 
5 heit auf genommen . Die Auswertungseinheit besitzt einen sehr 
schnellen Konverter zur Umwandlung analoger Detektorsignale 
in digitale Werte, die gespeichert werden. Eine Auswertung 
der digitalen Werte wird vorzugsweise in Echtzeit vorgenom- 
men, kann jedoch auch zeitlich verzogert erfolgen. Zur Aus- 

10 wertung der digitalen Werte kann ein gewdhnlicher Mikropro- 
zessor verwendet werden. Fur den Fall, dass das Lumineszenz- 
signal fur eine eindeutige Detektion zu schwach ist, kann im 
Rahmen einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Detektion eine 
Erhohung der Nachweissensitivitat iiber eine Integration meh- 

15 rerer Einzelmessungen erreicht werden. Dabei erfolgt eine i- 
dentische Messung mehrfach und- die Messergebnisse werden 
aufaddiert. Dies kann sowohl direkt auf dem Sensorchip als 
auch nach der Messung iiber geeignete Software erfolgen. 

20 Die vorliegende Erfindung wird nachfolgend in Ausfiihrungsbei 
spielen anhand von Figuren naher erlautert. In den Figuren 
zeigt : 

Figur 1 ein erstes Ausfiihrungsbei spiel einer erf indungsge- 
25 maSen Vorrichtung zur Detektion von zellularen Vor 



Figur 2 ein zweites Ausf uhrungsbei spiel einer erfindungsge 



Figur 3 ein drittes Ausf iihrungsbeispiel einer erfindungsge 
maSen Vorrichtung in Seitenansicht im Querschnitt, 

35 Figur 4 ein viertes Ausfiihrungsbeispiel einer erfindungsge 
maSen Vorrichtung in Seitenansicht im Querschnitt. 



gangen mittels Lumineszenzmessungen in Seitensicht 
im Querschnitt, 



30 



maSen Vorrichtung in Seitenansicht im Querschnitt, 
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In den Figuren bezeichnen sofern nicht anders angegeben glei- 
che Bezugszeichen gleiche Teile mit gleicher Bedeutung. 

Figur 1 zeigt ein erstes Ausfuhrungsbeispiel einer erfin- 
5 dungsgema&en Vorrichtung zur Detektion eines Lumineszenze- 
reignisses in, an Oder in der unmittelbaren Umgebung einer 
Zelle, eines Zellverbandes oder eines Gewebes, wobei in Figur 
1 zu Zwecken der Veranschaulichung lediglich eine Zelle 6 
dargestellt ist. Die Vorrichtung umfasst ein Tragerelement 1 
10 mit einer fur das direkte oder indirekte Ankoppeln von Zellen 
praparierten Oberflache 100. Hierzu umfasst die Oberflache 
beispielsweise eine Gelatineschicht , auf der die Zelle be- 
reits gewachsen ist,. oder eine andere fur die Immobilisierung 
einer Zelle oder eines Zellverbandes geeignete Substanz . CD- 
IS berhalb der Oberflache 100 ist eine einen Hohlraum 70 bilden- 
de Abdeckung vorhanden, wobei die Zelle in diesem Hohlraum 
angeordnet ist. Die Abdeckung umfasst einen Zufluss 8 und ei- 
nen Abfluss 9, wobei der Zufluss 8 an eine ein Anregungsmedi- 
um aufnehmende Anregungsquelle 21 angeschlossen ist. 

20 

Die Vorrichtung dient zur Untersuchung des Verhaltens der 
Zelle 6 bei einer chemischen oder biochemischen Anregung 
durch das in der Anregungsquelle 21 enthaltene Anregungsmedi - 
urn mittels Lumineszenzmessungen. Die Lumineszenz wird durch 

25 Luminophore erzeugt, die in hinlanglicher bekannter Weise in 
die Zelle oder in eine Nahrldsung in der Umgebung der Zelle 
eingebracht sind, und die beispielsweise mit einem Stoffwech- 
selprodukt der Zelle reagieren. Die Lumineszenz wird durch 
Detektoren 2, beispielsweise Photodioden detektiert, die un- 

3 0 terhalb der Oberflache 100 in dem Tragerelement integriert 
sind. In dem Beispiel ist eine Wellenlangenf ilter 4 zwischen 
der Oberflache 100 mit der Zelle 6 und den Detektoren 2 aus- 
gebildet, wobei auf den Detektoren 6 vorzugsweise eine nicht 
naher dargestellte optisch transparente Isolationsschicht 

35 aufgebracht ist, die Leckstrome iiber die Oberflache 100 ver- 
hindert, sofern das Filter 4 nicht elektrisch isolierend ist. 
zusatzlich mit einem Filter 4 versehen sein. 
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Auf den Trager 1 ist in dem Beispiel ein Kratzschutz 3 rait 
einer Oberf lachenbeschichtung 5, beispielsweise einem Edelme- 
tall Oder einem hydrophoben/hydrophilen Material, aufge- 
5 bracht, wobei dieser Kratzschutz 3 oberhalb der Detektoren 
eine Aussparung aufweist, am Boden derer das Filter 4 und die 
fur die Aufnahme der Zelle praparierte Oberfl&che 100 vor- 
handen ist. 

10 In dem Tragerelement , beispielsweise einem Halbleiterchip, 
ist in dem Beispiel weiterhin eine - in der Figur 1 schema- 
tisch dargestellte - Auswerteschaltung 11 integriert, die an 
die Detektoren 2 angeschlossen ist. Leitungsverbindungen 21 
zwischen der Auswerteschaltung 11 und den Detektoren 2 sind 

15 in Figur 1 lediglich schematisch dargestellt. 

Dem Hohlraum 70 ist aus einem Flussigkeitsreservoir 71 eine 
zum Aufbewahren bzw. Nasshalten oder auch Waschen der Zelle 
geeignete Flussigkeit zufuhrbar, beispielsweise eine Nahrlo- 

20 sung. Zur Anregung der Zelle wird dieser Flussigkeit das An- 
regungsmedium aus der Anregungsquelle zugefiihrt, wobei die 
Zufuhr des Anregungsmediums in dem Beispiel mittels eines in 
der Zufuhrleitung 8 angeordneten Ventils 81 steuerbar ist. 
Die Steuerung dieses Ventils 81 erfolgt in dem Beispiel durch 

25 die integrierte Auswerteschaltung 11. 

Das Anregungsmedium ist beispielsweise so gewahlt, dass es 
den Stoffwechsel der Zelle beeinflusst, wobei Stof fwechsel- 
vorgange durch die erlauterten Luminophore sichtbar und durch 
30 die Detektoren 2 detektiert werden. Vorzugsweise sind mehrere 
Anregungsquellen 21 vorhanden, die unabhangig voneinander ein 
Anregungsmedium abgeben, um so zeitlich auf einanderf olgend 
das Zellenverhalten bei verschiedenen Anregungsmedien unter- 
suchen zu konnen. 



Um eine die Zelle 6 anregende chemische Substanz nach Ende 
der Untersuchung abzufuhren wird beispielsweise mit der Fliis- 
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sigkeit aus dem Reservoir 71 gespiilt, wodurch das Medium uber 
den Abfluss 9 abfliefit, oder die Flussigkeit wird abgesaugt . 
Die Flussigkeitszufuhr aus diesem Reservoir wird vorzugsweise 
ebenfalls uber ein Ventil 72 gesteuert, das durch die Auswer- 
5 teschaltung angesteuert ist. 

Die Steuerung der Ventile kann auch mittels einer externen 
Ansteuerschaltung 12 erfolgen, der auch ein von den Ausgangs- 
signalen der Detektoren 2 abhangiges Signal der Auswerte- 
10 schaltung 11 zugefuhrt sein kann, wie dies in Figur 2 darge- 
stellt ist. 

Figur 2 zeigt ein zweites Ausf iihrungsbeispiel einer erfin- 
dungsgemaSen Vorrichtung, bei der zwei raumlich voneinander 

15 getrennte Detektoren 2 unterhalb einer fur die Aufnahme von 
Zellen 6 geeigneten Oberflache- in einem Trager 1, beispiels- 
weise einem, Halbleiterkorper i integriert sind. Dabei ist 
nur oberhalb eines der beiden Detektoren 2 eine Zelle 6 immo- 
bilisiert. Der andere Detektor dient zur Bereitstellung eines 

20 Referenzwertes fur den durch den Detektor 2 unterhalb der 

Zelle 6 gelieferten Messwert. Der Referenzwert beriicksichtigt 
dabei gegebenenf alls unabhangig von einer Anregung vorhande- 
ne, beispielsweise aus einer Eigenf luoreszenz der Systemkom- 
ponenten result ierende Lumineszenzsignale, die aus dem Mess- 

25 ergebnis herauszurechnen sind. Wie gestrichelt dargestellt 
ist, ist vorzugsweise eine senkrecht von dem Trager 1 aufra- 
gende Trennwand 14 vorhanden, die verhindert, dass der den 
Referenzwert erzeugende Detektor 2 durch spezifische Lumines- 
zenzsignale aus der Zelle 6 oder der Umgebung der Zelle be- 

30 einflusst wird. 

Figur 3 zeigt ein Ausf iihrungsbeispiel einer erf indungsgemaSen 
Vorrichtung mit einer Trageranordnung, die sich beziiglich der 
Anordnung der Detektoren 2 von den beiden vorherigen Ausfiih- 
35 rungsbeispielen unterscheidet . Auf die Darstellung der Anre- 
gungsquelle und der Auswerteschaltung die selbstverstandlich 
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auch vorhanden sind, ist bei dem Ausf uhrungsbeispiel gemafi 
Figur 3 verzichtet. 

Der vorzugsweise aus einem Halbleiterchip gebildete Trager 
5 umfasst in dem Beispiel zwei Detektorf elder 20, die jeweils 
mehrere Detektoren umfassen. Hierdurch konnen mehrere Messun- 
gen gleichzeitig durchgefiihrt werden, wodurch eine statist i- 
sche Abschatzung des spezifischen erhaltenen Messsignals ab- 
geleitet werden kann. Beispielsweise wird hierdurch ermog- 

10 licht, dass zwischen unspezif ischen und spezifischen Signalen 
dif ferenziert werden kann, wobei spezifische Signale die aus 
Stof fwechselvorgangen in der Zelle resultierenden Signal und 
unspezifische Signale andere Signale, beispielsweise Storsig- 
nale, sind. Diese unspezif ischen Signale besitzen eine andere 

15 Verteilung als die spezifischen Signale, so dass eine Unter- 
scheidung moglich wird. 

Figur 4 zeigt eine Abwandlung eines in Figur 3 dargestellten 
Tragerelements 2, das ein zusammenhangendes Detektorf eld 20 

20 mit einer Vielzahl von Detektoren 2 aufweist, welches dazu 

geeignet ist mehrere Zellen gleichzeitig zu untersuchen. Die- 
se Vorrichtung ermoglicht es, identische Zellen unter ver- 
gleichbaren Bedingungen zu untersuchen und deren Signale zu 
detektieren, wobei diese unter gleichen Bedingungen gewonne- 

25 nen Signale zur statistischen Absicherung in einer Auswerte- 
einheit gemittelt werden konnen. 



30 



Ein Verfahren zur Herstellung eines fur die erf indungsgemaSe 
Vorrichtung geeigneten Tragers wird nachfolgend kurz erlau- 
tert : 



35 



Ein Halbleiterchip wird unter Verwendung von 6" (Inch) Wafern 
mit einem 0.5 iim CMOS-Prozess gefertigt. Die Detektoren 2 
werden als pn-Photodioden in einer n-Wanne auf einem p- 
Substrat angeordnet . Nach der Feldoxidation folgen die Defi- 
nition der p-Gebiete der Photodiode und die Aufbringung einer 
10 nm dicken Gateoxidschicht . Gewunschtenf alls kann an dieser 



• 4 
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Stelle zusatzlich noch ein strukturiertes Nitrid (z.B. LPCVD 
oder PECVD) als UV -Filter aufgebracht werden. Dann erfolgt 
die Auflagerung und Strukturierung einer Siliziumdioxid- 
Schicht. AnschlieSend werden die weiteren ublichen CMOS- 
5 Schritte durchgef xihrt , wie z.B. das Aufbringen einer Verdrah- 
tungsschicht und die Oberf lachenpassivierung (Kratzschutz) . 

Der so hergestellte CMOS -Sensor wird durch Beschichten mit 
einem geeigneten Zellwachstumssubstrat , z.B. Gelatine, modi- 
10 fiziert. Auf dieses Substrat werden dann vereinzelte Zellen 

(z.B. trypsinisierte Epithelzellen) ausgesat und mit Zellkul- 
turmedium (z.B. DMEM-FI2) zum Wachsen gebracht . 

Die erf indungsgemafie Vorrichtung eignet sich beispielsweise 
15 zur Untersuchung des Kalziumstof fwechsels von Herzmuskelzel- 
len. Dabei werden die Zellen zunachst durch osmotische 
Schockbehandlung mit Aqueorin beladen. Intrazellulare Kalzi- 
umsignale als Antwort auf chemische Reize durch die aus der 
Anregungsquelle 21 abgegebene chemische Substanz werden durch 
20 die Biolumineszenz des Aqueorins sichtbar und durch die De- 
tektoren detektiert. 

Die erf indungsgemaSe Vorrichtung zur Untersuchung intrazellu- 
larer Vorgange nach einer biologischen oder chemischen Anre- 
25 gung ist besonders kompakt und mittels bekannter Verfahren 
herstellbar . 
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Patentanspruche 

1. Vorrichtung zur Detektion eines Lumineszenzereignisses in, 
an Oder in der unmittelbaren Umgebung einer Zelle, eines 
Zellverbandes oder eines Gewebes, die folgende Merkmale auf- 
weist : 

(a) ein Tragerelement (1) mit einer fur das direkte oder in- 
direkte Ankoppeln von Zellen praparierten Oberflache 
(100) , 

(b) wenigstens einen optischen Detektor (2) zum Empfangen 
eines Lumineszenzsignals, der in dem Tragerelement (1) 
unterhalb der oberflache (100) integriert ist, 

gekennzeichnet, durch folgende weitere Merkmale: 

(c) eine die Oberflache (100) unter Bildung eines Hohlraumes 
(70) uberdeckende Abdeckung (7), die eine Zuf lussof fnung 
(8) und eine Abf lussof fnung (9) auf weist, 

(d) eine an die Zuf lussof fnung (8) angeschlossene Anregungs- 
quelle (21) . 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, bei der ein Filter (4) zwi- 
schen der Oberflache (100) und dem wenigstens einen Detektor 
(2) ausgebildet ist. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, bei der das Tragerele- 
ment (1) ein Halbleiterkorper ist. 

4. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriiche, bei 
der mehrere Detektoren (2) unterhalb der fur das Ankoppeln 
der Zellen praparierten oberflache (100) in dem Tragerelement 
(1) integriert sind. 
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5. Vorrichtung nach Anspruch 4, bei der der wenigstens ein 
Detektor (2) eine Photodiode ist. 

6. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspruche, bei 
der eine an den wenigstens einen Detektor (2) angeschlossene 
Auswerteschaltung (11) vorgesehen ist. 

7. Vorrichtung nach Anspruch 6, bei der die Auswerteschaltung 
(11) in dem Tragerelement (1) integriert ist. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 6 oder 7, bei der die Anregungs- 
quelle (21) angesteuert durch die Auswerteschaltung eine che- 
mische oder biologische Substanz an die Zuf lussof fnung (8) 
abgibt . 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8-, bei der zur Steuerung der Me- 
dienzufuhr ein Ventil in einer Zuf uhrleitung zwischen der An- 
regungsquelle (21) und der Zuf lussof fnung (8) angeordnet ist. 

10. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspruche, bei 
der eine Adhasionsmatrix und/oder ein Wachstumssubstrat fur 
Zellen auf die Oberflache (100) aufgebracht ist. 

11. Vorrichtung nach Anspruch 10, bei der das Wachstumssub- 
strat Gelatine ist. 

12. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 9, bei der ein 
Zellen immobilsierendes Medium auf die Oberflache (100) auf- 
gebracht ist. 

13. Vorrichtung nach Anspruch 12, bei der das Medium Polysty- 
rol, vorzugsweise negativ geladenes Polystyrol ist. 

14. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspruche, bei 
der wenigstens eine Zelle (6) an der Oberflache immobilisiert 
ist . 
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15. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspruche, bei 
der die fur die Aufnahme von Zellen praparierte Oberflache 
der Tragervorrichtung gegenuber Oberf lachenbereichen (101) , 
die nicht fur die Aufnahme von Zellen prapariert sind, ver- 

5 tieft ausgebildet ist, wobei diese Vertiefung vorzugsweise 
wenigstens lOOnm betragt. 

16. Verfahren zur Detektion eines Lumineszenzereignisses in, 
an oder in der unmittelbaren Umgebung einer Zelle, eines 

10 Zellverbandes oder eines Gewebes, das folgende Merkmale auf- 
weist : 

- Bereitstellen einer Sensorvorrichtung nach einem der An- 
spruche 1 bis 16, 

15 

- Immobilisieren der Zelle an .der fur die Aufnahme von Zellen 
praparierten Oberflache (100), 

- Einbringen eines mit einem Stof f wechselprodukt der Zelle 
2 0 reagierendes Luminophors in die Zelle (6) oder in die Umge- 
bung der Zelle, 

- Anregen der Zelle mittels einer chemischen oder biologi- 
schen Substanz, 

25 

- Detektieren eines Lumineszenzsignals . 

17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, bei dem das Lumines- 
zenzsignal zeitlich aufgelost detektiert wird. 
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dem beanspruchten Pnorilalsdalum ver6ffentKchl worden ist 



'T* SpaJere Veronentiichung, die nach dem internalionaien Anmeldedatum 
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